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摘要 :【 目的 】 黑 化 反应 在 昆虫 表皮 骨 化 以 及 免疫 防御 过 程 中 起 着 重要 作用 , 酚 氧 化 酶 是 黑 化 反应 中 的 关键 酶 类 ， 
WEN 2 (laecase2, LAC2) 是 酚 氧 化 酶 的 一 种 , 在 昆虫 变态 发 育 和 人 免疫 系统 中 起 着 重要 的 作用 。 本 人 研究 由 在 探讨 
LAC2 在 棉铃 虫 Helicoverpa armigera 表皮 骨 化 中 表达 模式 及 激素 调控 作用 。[ 方法】 采用 PCR 及 RACE 的 方法 ,从 
棉铃 虫 5 龄 幼虫 中 得 到 了 /ac2 cDNA 全 序列 。 利 用 痰 光 定量 PCR、 激 素 处 理 及 RNA 干扰 方法 , 对 LAC 的 表达 模 
式 差异 和 激素 调控 作用 进行 分 析 。 【结果 】 序 列 分 析 表 明 , lac2 cDNA 全 长 3 221 bp, 编码 框 长 度 为 2 268 bp, 编码 
756 个 氮 基 酸 残 基 。 发 育 时 序 表 达 分 析 发 现 , lac2 在 幼虫 各 龄 期 表达 规律 相似 , 均 在 赔 皮 期 高 水 平 表达 , 在 5 龄 
96 h 转录 水 平 达到 最 高 峰 。 组 织 表达 结果 分 析 ，jcc2 基因 在 幼虫 表皮 和 成 虫 卵 巢 以 及 触角 表达 量 较 高 。 激 素 处 理 
实验 发 现 , 保 幼 激素 类 似 物 (methoprene) 对 lac2 基因 转录 有 抑制 作用 ; HRK ( 20-hydroxyecdysone ) 则 促进 其 表 
达 。 进 一 步 利 用 RNA 干扰 旷 皮 激素 受 体 EcR (ecdysone receptor) 和 USP (ultraspiracle isoform) 基因 发 现 , 干扰 后 晓 
皮 激 素 受 体 的 表达 明显 受到 抑制 , 同时 lac2 基因 的 表达 也 显著 受到 抑制 ， 表 明 虹 皮 激 素 调控 lac2 基因 转录 。【 绪 
论 】 这 些 结果 为 进一步 研究 漆 酶 在 昆虫 表皮 的 骨 化 以 及 免疫 防御 等 方面 不 同 的 生理 功能 提供 理论 依据 。 
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Molecular identification of laccase 2 gene in the cotton bollworm, 


Helicoverpa armigera ( Lepidoptera. Noctuidae ) 

CAO Zhi-Shan, LIU Xiao-Ming, AN Shi-Heng, JIANG Jin-Wei " 

( College of Plant Protection, Henan Agricultural University, Zhengzhou 450002, China) 

Abstract. [ Aim] The melanization plays an important role in process of insect cuticle hardening and the 
immune defense, in which phenol oxidizing enzymes are the key enzymes. Laccase 2 (LAC2 ) as one of 
phenol oxidizing enzymes, plays an important role in metamorphosis and immune system of insects. The 
aim of this study was to explore its expression pattern and hormonal regulation during the cuticle 
hardening in the cotton bollworm, Helicoverpa armigera. [Methods] The full-length cDNA sequence of 
lac2 was amplified from the 5th instar larvae of the cotton bollworm by PCR and RACE methods. The 
expression patterns and hormonal regulation of /ac2 were analyzed by using real-time quantitative PCR, 
hormone treatment and RNA interference methods. [Results] The sequence analysis showed that the full- 
length cDNA sequence of /ac2 is 3 221 bp in length with an open reading frame of 2 268 bp encoding 756 
amino acid residues. The developmental expression pattern showed that /ac2 transcription was richly 
expressed in the molting stage of every instar and reached a peak in 96 h — 5th instar larvae. The spatial 
expression manifested that lac2 was richly expressed in the cuticle of larvae and in the ovary and antennae 
of adults. Further hormone treatment showed that juvenile hormone analogue ( methoprene) inhibited /ac2 
transcription, while molting hormone (20-hydroxyecdysone) attenuated methoprene action and induced 
the expression of lac2. RNA interference of the molting hormone receptors EcR ( ecdysone receptor) and 
USP (ultraspiracle isoform) significantly inhibited the expression of ecr and usp, and injection of dsRNA 
of ecr and usp followed by injection of 20-hydroxyecdysone also inhibited the transcription of /ac2. 
[ Conclusion] Altogether, these results provide a foundation for further research of lac2 in insect cuticle 
hardening and immune defense. 
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昆虫 具有 硬化 的 体 壁 , 使 虫 体 得 到 严密 的 保护 
和 坚强 的 支撑 。 但 硬化 的 体 壁 限制 了 昆虫 的 生长 ， 
昆虫 必须 周期 性 地 晓 皮 ( 王 荫 长 , 2004) 。 新 形成 的 
表皮 通常 具有 一 定 的 柔软 性 和 延展 性 , 颜色 较 浅 ， 
对 外 界 环境 的 抵抗 力 弱 , 因此 , 新 生成 的 表皮 和 需 经 
过 黑 化 和 人 硬化 , 从 而 使 虫 体 得 到 保护 (Hopkin and 
Kramer, 1992) 。 黑 化 反应 在 昆虫 表皮 便 化 和 免疫 
防御 过 程 中 起 着 重要 的 作用 , 酚 氧 化 酶 是 黑 化 反应 
中 的 重要 酶 类 (Spira-Solomon and Solomon, ，1987 ) 。 
在 昆虫 角质 层 中 主要 的 酚 氧 化 酶 是 梁 酶 和 酷 氨 酸 
酶 。 漆 酶 是 一 种 含 铀 离子 结合 位 点 的 多 酚 氧 化 酶 ， 
能 够 催化 酚 类 物质 氧化 成 醒 , 将 氧 还 原 成 水 。 柄 和 
目 由 基 产 物 一 起 经 过 非 酶 促 耦 合 反 应 产生 黑色 素 
( 王 戎 长 , 2001) 。 在 黑 化 反应 中 漆 酶 和 酷 氨 酸 酶 对 
N- 乙 酰 多 巴 胺 CNADA) .N-B 丙 栈 多巴胺 (NBAD )、 
多 巴 (DOPA) 和 多 巴 胺 (DA) 等 代谢 物质 的 催化 活 
性 有 明显 差异 , 栈 氨 酸 酶 对 NADA 和 NBAD 的 催化 
活性 明显 低 于 漆 酶 ( Kramer et al., 2001), NADA 和 
NBAD 是 昆虫 表皮 主要 的 轰 化 剂 , 它们 可 与 表皮 重 
日 进行 交 联 ， 从 而 使 表皮 人 硬化 ( 王 荫 长 , 2001) 。 

RELA, 与 植物 抗坏血酸 氧化 酶 
(ascorbic acid oxidase ). zh 97 if Je f wx 4E E 
( ceruloplasmin ) [5]/8 TA Ux SUPE Z3 RIS iz 
分 布 于 真菌 、 高 等 植物 、 少 量 细菌 和 昆虫 中 
( Thomas et al., 1989; Claus and Filip, 1997) 。 相 对 
于 真菌 和 植物 漆 酶 , 昆虫 梁 酶 具有 和 较 长 的 氨基 酸 琳 
端 序列 , 它 由 唯一 的 区 域 和 儿 个 保守 的 半 胱 氨 酸 和 
芳香 族 残 基 组 成 的 (Dittmer et al., 2004) 。 早 期 研 
究 发 现 , 漆 酶 主要 存在 于 一 些 昆虫 的 表皮 中 
( Yamazaki, 1972; Thomas et w/.，1989 ) ， 参 与 表皮 
的 人 硬化 作用 。 近 年 来 , 随 着 分 子 生 物 学 技术 的 研究 
发 展 , 已 经 在 一 些 昆 虫 中 成 功 克 隆 到 滩 酶 基因 
( Parkinson et al., 2003; Dittmer et al., 2004; 
Arakane et al., 2005) 。 漆 酶 主要 分 为 1 型 (LACI1) 
和 2 型 (LAC2) ,两 种 漆 酶 在 昆虫 不 同 组 织 中 存在 
着 表达 差异 (Dittmer et al., 2004) ; 1 型 多 在 昆虫 中 
肠 、 脂 肪 体 和 马 氏 管 中 表 达 , 与 昆虫 食物 中 毒性 物 
质 的 氧化 有 关 ; 2 型 分 布 于 表皮 组 织 ，Arakane 等 
(2005) 用 RNAi 技术 证 实 了 2 型 LAC 参与 赤 拟 合 
Y& Tribolium castaneum 的 表皮 生化 作用 。 

TuS Helicoverpa armigera 是 棉花 、 玉 米 、 烟 
草 、 番 茄 等 作物 上 的 重要 害虫 , 广泛 分 布 于 世界 各 
地 , 中 国 棉 区 和 蔬 汪 种植 区 均 有 发 生 ( 人 金 玫 ， 
2009), MÆ, 棉铃 虫 已 经 作为 鳞 翅 目的 模式 昆虫 


进行 了 许多 相关 方面 研究 。 由 于 棉铃 虫 属于 外 骨骼 
生物 , 所 以 LAC2 在 其 变态 发 育 和 免疫 系统 中 应 起 
者 重要 的 作用 ,而 国内 外 关于 棉铃 虫 漆 酶 的 研究 很 
D, 本 实验 通过 克隆 及 拼接 得 到 棉铃 虫 lac2 基因 全 
序列 ,分 析 不 同 昆虫 LAC2 氨基 酸 的 进化 表达 ， 明 
确 lac2 在 棉铃 虫 体内 的 分 布 和 表达 。 通 过 保 幼 激 
zx US du ow methoprene ^H Wi Hz d z& ( 20- 
hydroxyecdysone) 处 理 , 来 探 明 它们 对 lac2 相对 表 
达 量 的 影响 ,从 而 明确 保 幼 激素 类 以 及 赔 皮 激素 对 
lac2 的 表达 的 协同 和 持 抗 作用 。 最 后 通过 RNA F 
扰 棉 铃 虫 赔 皮 激素 受 体 等 实验 , SEXE — 2p UE SCHO E 
激素 对 棉铃 虫 lac2 的 调控 作用 。 这 些 实验 为 进 一 
步 研 究 lac2 在 昆虫 表皮 的 硬化 以 及 免疫 防御 等 方 
面 不 同 的 生理 功能 提供 理论 依据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 和 主要 试剂 

供 试 棉铃 忠 为 河南 农业 大 学 实验 室 饲 养 种 群 ， 
饲养 温度 为 27% , 相对 湿度 为 73% , 光 周 期 为 16L: 
8D。 棉 铃 忠 人 工 饲 料 主要 成 分 参考 将 金 炜 等 (2010)。 

主要 试剂 : 灾 光 定量 试剂 盒 (SYBR Primer 
Script RT-PCR Kit) 、 反 转录 试剂 盒 (PrimeScript@ 1st 
Strand cDNA Synthesis Kit) 、 载 体 pPMD18-T、 限 制 性 
内 切 酶 (BamH II 和 和 oo 工 ) 以 及 大 肠 杆 菌 JM109 均 
W B TaKaRa 25 HJ, SMART" RACE cDNA 
Amplification Kit jX 8| £ Jj Ej Clontech 公司 ， 
Methoprene FH hi Hz ix z& 20-Hydroxyecdysone B Ej 
Sigma 公司 , 总 RNA 抽 提 试剂 (Trizol Reagent ) 、 
MEGA Script RNAi Kit 购 自 于 Ambion。 其 他 试剂 均 
为 国产 或 进口 的 分 析 纯 试剂 。 
1.2 棉铃 虫 总 RNA 的 提取 及 cDNA 第 一 链 的 
合成 

取 供 试 5 龄 第 2 KARRIER, 89 P 100 mg 
幼虫 尾部 组 织 , 采用 Trizol 法 提取 总 RNA, H Ah 
分 光 光 度 计 检测 其 纯度 和 浓度 。 参 照 TaKaRa 公司 
的 PrimeScript? 1st Strand cDNA Synthesis Kit 试剂 盒 
说 明 书 , 取 1 pL RNA 样品 合成 cDNA 第 链 。 
1.3 引物 设计 

根据 本 实验 室 槐 铃 虫 转录 组 获得 的 lac2 部 分 
基因 序列 保守 区 域 以 及 晓 皮 激素 受 体 基因 ecr 和 
usp 全 序列 (上 EUS26831 ，EUS26832 , 利用 DNAMAN 
设计 引物 ,引物 合成 由 上 海 生 工 生物 有 限 公 司 完 
成 。 引 物 名 称 及 具体 用 途 见 表 1。 
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R1 引物 序列 列表 


Table 1 List of the primer sequences 


引物 用 途 Primer use 
拼接 引物 


Splicing primers 


引物 名 称 Primer name 
Lac primer F1 

Lac primer R1 

RACE 引物 Lac-5'RACE F1 
Primers for RACE Lac-5'RACE F2 
Lac-5'RACE F3 
Lac-3'RACE F4 
Lac-3'RACE FS 
Lac-3'RACE F6 
KIGE Æ PCR 引物 Lac RT F1 
Primers for qPCR Lac RT R1 
Lacl8s F1 
Lacl8s R1 
EcRRTF 
EcRRTR 
UspRTF 
UspRTR 
EcRRTF 
EcRRTR 
RNAi 引物 EcRRNAiFÍ 
Primers for RNA interference EcRRNAIRI 
GFPRNAIFI 
GFPRNAIRI 
EcRRNAiF2 
EcRRNAiR2 
USPRNAiF2 
USPRNAiR2 


GFPRNAiF2 





GFPRNAiR2 


1.4 棉铃 虫 lac2 基因 片断 的 获得 和 cDNA B 5" R 
端 和 3' 末 端的 获得 

利用 Lac primer F1 和 Lac primer R1 引物 对 获 
得 的 cDNA 进行 PCR 238, PCR 反应 条 件 为 : 94°C 
变性 3 min; 随后 35 个 循环 的 扩 增 , 扩 增 条 件 为 
94% 1 min, 57C 40 s, 72% 1 min; 最 后 72%C 10 
min。 反 应 扩 增 产物 用 1% 琢 脂 糖 电 泳 进行 鉴定 。 
电泳 、 纯 化 后 , 按照 载体 pDM18-T 连接 试剂 盒 说 明 
书 , 将 纯化 的 目的 片段 与 pMD18-T 载体 连接 , 重组 
质粒 转化 人 大 肠 杆菌 JM109 感受 态 细 菌 , 进行 蓝 白 
斑 几 选 。 然 后 将 双 酶 切 鉴定 重组 成 功 的 质粒 送 至 上 


引物 序列 Primer sequence (5' - 37) 
ATGTGTGCTGGCTGATGGTGTCG 
CGTGAACACTICCAGTGGTGTGT 

ATCCTGGGTGGTTCGTTICT 

AGATGGCAGAGGGTTGCTT 

AAGTGCTCCCAATGCTTC 

ATGGTGACAACCGTCCCGCTA 
AATCGCCAACTTATCTCACCCG 

TGCTITGAGCGTCACCTGAA 

AGTGCCCAATCCAACAAG 

GCCTGAGAACGAGATGATG 

GCATCTITTCAAATGTCTGC 

TACTCATTCCGATTACGAG 

GGAAGGCTACGAACAACCT 

CACTTGAGCACGCCTTTA 

GCCATCATACTGCTCAACC 

CGAGGTGGAAGAAGAACAGAT 

GGAAGGCTACGAACAACCT 

CACTTGAGCACGCCTTTA 

CGCTGGTATAACAACGGAGGA 
AGCTGGAGACAACTCCTCACG 

TGGTCCCAATTCTCGTGGAAC 

CTIGAAGTTGACCTTGATGCC 
GCGTAATACGACTCACTATAGGCGCTGGTATAACAACGGAGGA 
GCGTAATACGACTCACTATAGGAGCTGGAGACAACTCCTCACG 
GCGTAATACGACTCACTATAGGCGAACCATCCCCTAAGTGGTTC 
GCGTAATACGACTCACTATAGGCCTIGATGAGCAGGATCTGGTC 
GCGTAATACGACTCACTATAGGTGGTCCCAATTCTCGTGGAAC 
GCGTAATACGACTCACTATAGGCTTGAAGTTGACCTITGATGCC 


海 生 工 进 行 测 序 。 

根据 上 述 获 得 的 基因 序列 , 设计 合成 基因 特异 
性 引物 Lac-3' RACE F4, Lac-3' RACE F5 和 Lac-3' 
RACE F6, 并 分 别 与 3’RACE 试剂 盒 中 的 universal 
primer mix 引物 配对 按照 试剂 盒 (SMART RACE 
cDNA Amplification Kit 试剂 盒 ) 说 明 进 行 3! RACE 
扩 增 。 设 计 合 成 基因 特异 性 引物 Lac-5' RACE F1, 
Lac-5'RACE F2 和 Lac-5'RACE F3, 分 别 与 5'RACE 
试 刑 盒 中 的 universal primer mix 引物 配对 按照 试剂 
£x (SMART"" RACE cDNA Amplification Kit) 说 明 进 
行 5'RACE 扩 增 。 扩 增 所 得 的 目的 片段 , 克隆 测序 
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鉴定 正确 后 , 利用 DNAclub 软件 拼接 ,获得 基因 
cDNA 序列 。 
1.S 序列 分 析 及 进化 树 构建 

将 1.4 市 拼接 完全 的 cDNA 序列 进行 分 析 。 利 
用 DNAMAN 进行 ORF 预测 及 和 蛋白质 翻 译 ; EAH 
化 性 质 预 测 则 采用 和 蛋白 组 学 在 线 ExPASy ( http:// 
web. expasy. org/protparam/) 分 析 。 运 用 NCBI 
BLAST network server 在 GenBank H” XF [x] EE NV FÈ yr 
Anopheles gambiae 等 16 种 昆虫 的 LAC2 2a X B RUE 
伶 虫 LAC2 氨基 酸 序列 进行 同 源 性 搜索 , 利用 生物 
软件 MEGAS. 2 分 析 其 演化 关系 ,采用 Neighbor- 
joining 法 构建 系统 进化 树 。 
1.6 XH] 3E € PCR (real-time fluorescent 
quantitative PCR) 

qPCR 采用 相对 定量 的 方法 计算 , 以 棉铃 忠 
18SrRNA 为 内 参 基因 , 按 试剂 盒 SYBR Primer Script 
RT-PCR Kit 方法 , 在 Mastercycler® ep realplex real- 
time PCR 检测 系统 上 进行 操作 , 反应 条 件 如 下 : 
95*C 预 变性 10 min, 95?C 15 s, SS% 15 s,，68% 20 s, 
JE 40 个 循环 ; 95C 15 s, 58C 15 s, 95%C 15 s 用 于 
记录 溶解 曲线 。 基 因 的 相对 表达 量 用 2 方法 计 
TL, 其 中 AC, = Capan Cezam AAC, = Cigg — 
实验 均 重 复 3 次 。 
1.7 棉铃 虫 lac2 基因 的 时 空 表达 模型 

利用 棉铃 虫 不 同 发 育 期 (其 中 卵 、1 龄 、2 龄 、3 
龄 均 为 第 1 天 取样 ) 和 不 同 组 织 ( 幼 虫 组 织 均 为 5 
龄 第 2 R, 成 虫 均 为 羽化 后 第 1 天 ) 样 品 cDNA 第 
一 链 作为 模板 , 各 样品 重复 取样 3 次 。 以 LacRTFI 
和 LacRTR1 为 引物 进行 奖 光 定量 操作 扩 增 ， 以 18S 
rRNA 为 内 参 基因 。 相 对 定量 计算 方法 同 1.6 市 。 
1.8 Methoprene 和 戏 皮 激素 对 棉铃 虫 lac2 基因 
表达 的 影响 

将 40 ng (20 ng/uL) Methoprene 溶液 (用 丙酮 
溶解 ) 和 100 ng (50 ng/pL) SKR HE TR 
解 ) , 运用 NANOJECT II 显 微 注射 仪器 分 别 注射 处 
理 5 龄 第 2 天 的 棉铃 虫 幼虫 , 对 照 分 别 为 丙酮 和 酒 
精 , 分 别处 理 30 min, 1 h, 2h, 3 h 和 6 h, 各 处 理 
重复 3 次 , 然后 取 处 理 幼虫 进行 RNA 提取 、 反 转 
K, qPCR 操作 。qPCR 操作 方法 及 计算 方法 同 
1.68, 
1.9 ecr 和 usp JURA X] Tn $$ B lac2 基因 表达 的 
影响 


根据 MEGA Script RNAi Kit 说 明 书 体外 合成 


EcR dsRNA 和 USP dsRNA, 以 GFP dsRNA 作为 对 
照 。 运 用 NANOJECT II 显 微 注 射 仪 将 20 pg 的 EcR 
dsRNA 和 USP dsRNA 分 别 注射 人 5 龄 24 h 的 棉铃 
虫 体 内 , 对照 注 射 等 量 的 GFP dsRNA, 注射 后 24 h, 
48 h 和 72 h 取样 , 各 处 理 重 复 4 次 。 提 取样 品 
RNA, 反 转 录 , 进行 qPCR 操作 , 方法 同 1.4 市 。 

同上 操作 , 各 人 处理 注射 双 链 RNA 24 h 后 再 次 
注射 旷 皮 激素 100 ng (50 ng/uL, 用 酒精 溶解 ) , 分 
别处 理 30 min, 1 h 和 2 h, 各 处 理 重复 4 次 。 提 取 
样品 RNA, 反 转 录 , 进行 qPCR 操作 , 方法 同 1.4 市 。 
1.10 数据 分 析 

用 SPSS 17. 0 进行 标准 偏差 ( + SD) 分 析 ， 显 
著 性 差异 分 析 使 用 :测验 方法 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 棉铃 虫 lac2 cDNA 序列 分 析 及 系统 进化 树 

通过 对 扩 增 的 棉 伶 虫 /ac2 基因 进行 拼接 , 得 到 
其 全 基因 序列 , 分 析 发 现 棉铃 虫 lac2 cDNA 全 长 为 
3 221 bp, 开放 阅读 框 全 长 2 271 bp, 编码 756 TA 
基 酸 残 基 ( GenBank 登录 号 : KF479388 ) 。 预 测 信和 号 
肽 位 于 第 1 ~ 14 位 氨基 酸 , 预测 分 子 量 大 小 为 
83.39 kD, 等 电 点 为 6. 94。 和 蛋 日 的 平均 玖 水 性 为 
0.917, 

利用 SMART 在 线 软件 发 现 LAC-2 序列 中 含有 
3 个 Cu-oxidase 结构 域 ， 其 中 第 1 个 为 Cu-oxidase- 
3, 分 布 于 第 200 ~310 位 氨基 酸 , 长 度 为 110; 第 2 
个 为 Cu-oxidase, 分 布 于 第 325 ~ 473 MARR, 长 
度 为 148; 第 3 个 为 Cu-oxidase-2, 分 布 于 第 577 ~ 
737 位 氨基 酸 , 长 度 为 160( 图 1)。Blastx 搜索 结果 
EMMER LAC 与 其 他 昆虫 LAC 氨基 酸 序 列 具 
有 较 高 的 一 致 性 , 证 明 所 获得 的 基因 为 lac2 基因 。 
进化 树 分 析 结 果 表 明 : 昆虫 亲缘 关系 越 近 ，LAC2 
氨基 酸 序列 一 致 性 越 高 ， 如 棉铃 虫 与 家 看 Bombyx 
mori LAC2 的 一 致 性 达 95% ， 与 烟草 天 蛾 Manduca 
sexta LAC2 的 一 致 性 达 9396 , FE TARAH, R 
一 文 ,置信 和 度 达 6596, ij 5j $338 EH ER LAC2 的 
一 致 性 较 低 ， 杀 源 关 系 较 远 (图 2) 。 
2.2 棉铃 虫 lac2 发 育 表 过 模式 

qPCR 结果 分 析 显 示 , lac2 在 棉铃 虫 不 同 发 育 
阶段 均 有 表达 , 但 表达 量 不 同 。lac2 随 着 棉铃 虫 的 
生长 发 育 , 表达 量 逐 渐 增高 , 均 在 每 龄 旷 皮 期 高 丰 
度 表 达 , 在 化 晴 前 达到 最 高 ; 晴 期 表达 量 较 低 (如 
图 3)。 
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ACATGGGTGATAACATGGGGTGCAGTGGAAGATTATATTTTCTGACTCTGGTTTTGTGCGTTGTGACTGAACTT 

M G C S G R L Y F L T L V L C V V T E L 
GCGATAGGTGTGACACTGGTGCCCAAGAGAAAGAAAGAAGCCATCGGCGCCGCAGACGACCAATCGACGTCAGCG 
A I G V R V V P K R K K E A IG A A D DO S T 38 A 


TCATGGTGGCAAGCGGGCACAGCCACACCGTTCCGCGAGAGCTCAAGCAGCGCCTTCTCCTCCACCCACGGCCTG 


S W W OQ A G T A T P F R E S 35 38 S A F S8 S T HGL 


GTGCAGACACACCCCTCGGGAGCTGATCCCTTCGCCTCCTTCGGAAGCATTGGGAGCACTTCTGGACCATCATCC 


V Qo T H P S G A DP FAS FG 3 IG S T S G P S S3 


AACCCATTCGOCTCCAGCGGCAGCQG TCCGTTAAGCGGCGGCGTTCGAAGCAACCCTCTGCCATCTTTGGCTAG 


N P F A S SGSGPLSGGYVRSNPLPS LAR 
N AN GKP SL K HLD F TS SA TA E L RRNP 
GCACTGTCGGCCCCCGATGAGTGQGCTCGTGCCTGCAGAGAGAACGAACCACCCAGGATCTGTTACTACCACTTC 
A LS A PDECARACRENEPPRICYSJYINI/;,—F 
ACCTTGGAACTGTACACCGTTTTAGGAGCGGCGTGTCAAGTATGCACACCGAACGCTACGAACGTGGTATGGTCG 
T L EL YT VLGAACQVCTPNATNVVIWS 


CACTGCCAATGCTGCTGCTGGCTGATGGTGICGAGCGAGGAATCCTCACAGCGAACAGAATGTTGCCAGGACCTTCC 


H C Q C V L A D G V ERG I LT AN R ML P GP S 
ATCCAAGTGTGCGAGAACGACAAAGTAGTARTTGATGTAGAGAACCACATGGAGGGTATGGANGTAACTATTCAC 
I OQ V C E N D K V V ID V EN HM E GM E V T I H 
TGGCACGGAATCTGGCAGAGAGGCTCTCAGTACTACGATGGAGTGCCATTTGTGACGCACTGCCCAATCCAACAA 
W H G I W Q R G 35 Q Y Y D G V P F V T OQ C P I © Q 
GGAAATACTTTCACATATCAATGGCAAGGTAATGCTGCTACCCACTTCTGGCATGCTCACACTGGACTTCAAAAA 
G N T E R Y OQ W OQ G N A G T H F W H A HTG LQK 
CTIGACGGITTATATGGCAGCATCGTCGTACGCTCAGCCTCCTTCAAAAGACCCTAACAGTCACTTGTACGACTAC 
L D G L Y G S8 I V V R Q P P S K D PN S&S H L Y D Y 
GACTTGACTACCCACGTGATGCTGCTCAGCGATTGGCTTCACGAAGACGCCGCTGAGAGGTACCCTGGTCGTCTT 
D L T T H V ML LS DW LH E D A A ERY P G RD 
GCCGTCAACACTGGTCAGGATCCCGAAAACGTACTGATCAACGGAAAGGGACAGTTCAGGGATCCTAACACCGGT 
A V N T GQ D P E NV L I NG K G OQ F R D P N T C 
TICATGACCAACACACCACTGGAAGTGTTCACGATCACCCCTGGCAGAAGATACAGATTCAGAATGATCAACGCT 
F M T N T P L E V F T I T P G R R Y R F R M I N A 
TICGCGICCGTGTIGCCCCGCGCAGGTCACTTTCGAAGGCCACAATTTAACCGTTATTGCGACTGACGGCGAACCG 
F A S V C P A QV T F EG HN LT V I AT DG E P 
GTGCATCCGCTACAACTAAACACCATCATCTCGTITCTCAGGCGAACGATACGACTTTGTAATCGAAGCGAACAAT 
V H P V Q V N T I I S85 F 3 G E RY D F V I E ANN 
ATTCCTGGAGCCTACTGGATTCAGGCTCCGAGGTICTGGGCGAGTGCGGTATCAAGAGAGCACAGCAATTAGGTATC 
I P G A Y W I Q V R G L G E C G I K R AQQ L G 
CTCAGATACGCCAGAGGACCCTACCAACCGTCCTCGCAGCCTCCCACTTATGACGTTGGCATTCCTCAAGGAGTG 
L R Y ARG P YQ P S35 38.0 PP T Y D V GI P Qo G V 
GTIGATGAACCCGCTTGGATGCCAGGTGTAATATTTCAAGCAACGACGCTATTTGCGICAGCCAGCTCAAGAACGCC 
V M N P L D A R C N IS R ND A I CV S8. © L K N A 
AAGCACATCGACCCGGCCATCCTTCAACGAAAGGCCCGATGTTAAAATCTTCTTGCCTTTCCGTTTICTTICGICTAT 
K H I D P A I L Q E R P DV K I F LP F RF FV Y 


AGGCCAGAGATGTTGTTCCAGCCGAACACTTACAACAGATATTTAGTTGCTCCTOGTGGAGACCACGTAATCAGT 


R P E M L FEF Q P N T Y N R Y L V A P G G D H V I S 
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TTGATAGACGAAATCTCATACATGGCCCCGCCCGCGCCACTGATCAGTCAATATGACGACATCAACCCAGAACAG 


L I D E I S Y M A PP AP LI SS © Y D D I NP E 0 
TTCTGTAATGGTGACAACCGTCCCGCTAACTGTGGACAGAATTGCATGTGCACGCACAAAGTGGACATACCCCTC 
F C NG D N R P A N C G OQ NC MC T H Kk V D I PL 
AACGCTGITGITGAAGTAGTATTGGTAGACGAAGTTCAAATCGCCAACTTATCTCACCCGITCCACTIGCACGGT 
N A V V E V V L V D E V Q I A N L S H P F H L H G 
IACGCCTICAACGTCATCGGIATCGGICGATCACCTGACCAGAACGTGAAGAAAATCAACTIGAAGCACGCTCTC 
Y A F N V I G I G R S P D QN VK K I N L KHAL 
GACCTCGACAGGAGAGGTICTIGCTTIGAGCGICACCTGAAGCAGGGAGATCTGCCTCCAGCGAAGGACACCATCGCT 
D L D R R G L LE RH LK QQ G D L P P A KD T I A 
GICCCCAACAACGGCTACGICATCGICCGTTTCAGAGCCAACAACCCCGGCTTCTGGCTGTICCACTGTCACTTC 
V P N N G Y V I V R F R A NN PG F W L FH C H F 
CIGITCCACATCGTCATCGGCATGAACCTGGTCCTGCAAGTGGGCACTCAGGCTGACCTGCCGCCCGTCCCTCCC 
L F H I V I GMN LV LQ VG T © A D L P P VPP 
AACTTCCCCACATGCGGTGACCACCTCCCTCCCTAAATTGGTTCCTAGACAAATTGCCCAGTTTTATCATGTGCA 
N F P T C G D H L P P * 

AAAAAGTACAGCACACAGCTATGTACAGTTGATTTAAATATGTTAACTAAGTGTAAATTTATGTTTGTTTTGTGT 
GATGTGTCCGGTAGATTCGAAGTGCTCGATTCTGCCGTTTGTGTTTATTTTTITTACAAGAGTGATTCAATGGGA 
GTTAATGATGGTTTGTGATTTTATTTAACGATGATGCACTGTTTCTACGAGTTGACTICAATTTTAATTTTATGC 
CATATTCGGIGATATTTTCTTAATTACGITTTAATTATTGATATCGCCTATAATATGTACTTTGAGGCTCTTGAA 
CCAACAATTTTACTTTCGCGIATGGAGTATAGTTTTAACATGACTTGGTCGICCTGTAACTAACAACTTIGCCATT 
ATAATTTTATTTICACCAATGATATATTTATTACTTGTATATATTAAAAAAATACTTATTAGACCTACTTGCTTA 
GAATTTTIAAGACATTTGAAACATTICCATCCCAATTTTGCATGCATTCCCATTTATGATAAACTGTAAATATCTT 
ACTGCGGAACTTATGTAAATACACAGTAGTATGATCACACTGTATCACTCTCCGTACACAAACGAAGACTGTATA 
ITATTATGTAGACTATAGATATACAGACAAGCACACGTGAGGTTACCATTAATTAAGACATTTTGCTCATTGTGT 
CGGCTACTAGAAGTCATTGIGATTIGIGCCAACGAAAATTCCAAAATGTCGGAGTGICCTAGICGACCGAGTGCGA 
CAACTTACAACGAACAATATCGCAGCGAAGTAGGTATATTTTGCTATCAGAAAAGCGAATGTTACGATTTATCAT 


ATTATTATAAAATTACTATAAGAATGTAAAATTTTATACCATTTAATAAAATCTATGAAAAATAAAAAAAAA 


图 1 棉铃 虫 lac2 cDNA 全 序列 及 编码 氨基 酸 序列 


The cDNA and encoded amino acid sequences of lac2 from Helicoverpa armigera 
方 框 表 示 铀 结构 域 。The copper fingers are indicated in boxes. 


Fig. 1 
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2.3 棉铃 虫 lac2 组 织 表 达 模 式 

分 别 取 棉 铃 虫 5 龄 第 2 天 的 幼虫 不 同 组 织 ， 以 
棉铃 虫 18S rRNA 为 内 参 基 因 ，qPCR 结果 分 析 显 
Zh, 在 幼虫 的 不 同 组 织 lac2 表达 量 有 显著 差异 , 在 
表皮 中 的 表达 量 最 高 , 为 其 他 部 位 的 10 倍 左右 ; 在 
中 肠 和 血细胞 中 表达 量 较 低 (图 4) 。 成 虫 中 lac2 R 
达 量 也 有 显著 差异 , 在 卵巢 和 触角 表达 量 相 对 较 
高 , 在 成 虫 表皮 、 肌 肉 、 脂 肪 体 表达 量 相 对 较 低 
(图 5)。 
2.4 Methoprene 和 丹 皮 激素 处 理 对 棉铃 虫 lac2 
基因 表达 量 的 影响 

qPCR 结果 分 析 表 明 , 利用 Methoprene 处 理 棉 


铃 虫 5 龄 第 2 天 幼虫 后 , lac2 基因 表达 量 下 调 , 在 
处 理 2 h 后 达到 最 小 值 ( 图 6)。 利 用 蛇 皮 激素 处 
H, lac2 基因 的 表达 量 上 调 , TE 2 h 达到 最 大 值 
(图 7)。 

2.5 嵌 皮 激素 受 体 缺失 对 棉铃 虫 lac2 基因 表达 的 
影响 

2.5.1 RNA 干扰 对 usp 和 ecr 表达 的 影响 : 通过 体 
外 合成 USP dsRNA 和 EcR dsRNA, 注射 到 5 龄 24h 
幼虫 腹部 ,以 注射 GFP dsRNA 为 对 照 。qPCR Zi 
显示 : 注射 USP dsRNA 和 EcR dsRNA 后 , usp 和 ecr 
表达 量 从 处 理 后 24 h 开始 显著 下 降 , 一 直 持 续 到 
72 h( KI 8). 
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100 Papilio polytes LAC2 BAJ0762.1 
55 Papilio machaon LAC2 BAJ07600.1 


Danaus plexippus LAC2 EHJ72220.1 


Helicoverpa armigera LAC2 


100 62 Manduca sexta LAC2 AANI17507.1 
91 Bombyx mori LAC2 BAG70891.1 
= Biston betularia LAC2 AEP43806.1 
Tribolium castaneum LAC2 NP 001034487.2 
88 Monochamus alternatus LAC2 ABU68466.1 
Apis mellifera LAC2 ACK57559.2 
61 Drosophila melanogaster LAC2 NP 724412.1 
99 Anopheles gambiae LAC2 AAX49501.1 
Gryllus bimaculatus LAC2 BAMO09185.1 
Nephotettix cincticeps LAC2 BAJ06133.1 
x T00 Nysius plebeius LAC2 BAJ83489.1 
84 Riptortus pedestris LAC2 BAJ83487.1 
100 Megacopta punctatissima LAC2 BAJ83488.1 
20 


图 2 棉铃 虫 LAC2 氨基 酸 序列 与 其 他 昆虫 LAC2 氨基 酸 系统 进化 树 


Fig. 2 Phylogenic tree based on amino acid sequence of laccase 2 from Helicoverpa armigera and other insects 
标尺 示 遗 传 距 离 ; 拉丁 文 名 字 后 为 登录 号 。Scale bar indicates the genetic distance, and the GenBank accession numbers are behind the Latin names. 
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图 3 Lac 在 棉铃 虫 不 同 发 育 时 期 的 相对 表达 量 


Fig. 3 The temporal expression profile of lac2 from Helicoverpa armigera 
图 中 数据 为 平均 值 土 标准 差 ; 下 图 同 。Data in the figure are mean + SD. The same for the following figures. 1: 24 h Bj 24 h-old egg; 2: 1 龄 24h 幼 
Hi 24 h-Ist instar larva; 3: 2 龄 24h 幼虫 24 h-2nd instar larva; 4: 3 $$ 24 h 幼虫 24 h-3rd instar larva; 5; 4 fit Sz 8 The molting stage of the 4th 
instar larva; 6; 4 龄 12 h 幼虫 12 h-4th instar larva; 7: 4 龄 24 h 4/j 24 h-4th instar larva; 8; 4 $ 36 h 幼虫 36 h-4th instar larva; 9; 4 i$ 48 h 4h 
Hi 48 h-Ath instar larva; 10; 5 iei Sz 39] The molting stage of the 5th instar larva; 11; 5 龄 12 h 4j i 12 h-Sth instar larva; 12; 5 $ 24 h 幼虫 24 h- 
5th instar larva; 13; 5 龄 48 h 幼虫 48 h-5th instar larva; 14; 5 龄 72 h 幼虫 72 h-Sth instar larva; 15; 5 i$ 96 h 幼虫 96 h-Sth instar larva; 16; 预 
师 Prepupa; 17: 24 h 4f 24 h-old pupa; 18: 48 h 肾 48 h-old pupa. 


2.5.2. WL ECCE SE WE T DOS. lac2 表达 的 影响 : 

qPCR 分 析 结 果 表 明 赔 皮 激 素 受 体 USP 和 EcR 被 干 3 讨论 与 结论 

扰 后 , 赔 皮 激 素 处 理 使 lac2 的 表达 量 较 对 照明 显 降 

低 ， 差 异 极 显著 (图 10 ~11)。 漆 酶 的 早期 研究 主要 集中 在 真菌 漆 酶 及 其 在 工 
业 应 用 上 的 潜在 生物 学 功能 ( 曹 明 乐 等 , 2012) 。 随 
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图 4  Lac2 在 棉铃 虫 5 龄 幼虫 不 同 组 织 的 相对 表达 量 
Fig. 4 The relative expression level of /ac2 in different 


tissues of the 5th instar larvae of Helicoverpa armigera 
C: 表皮 Cuticle; M; 中 肠 Midgut; F: 脂肪 体 Fat body; 
T: 气管 Trachea; H: 血细胞 Hemocyte. 
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图 6 保 幼 激素 类 似 物 处 理 对 棉铃 虫 5 龄 幼虫 lac2 的 
转录 水 平 的 影响 
Fig. 6 Effect of methoprene acid on the transcript level 


of lac2 in the 5th instar larvae of Helicoverpa armigera 


看 分 子 生物 学 技术 的 发 展 ，LAC2 在 昆虫 中 的 作用 
逐渐 3 引起 重视 ( Dittmer et al., 2004 ; Arakane et al., 
2005; Yatsu and Asano, 2009) 。 本 实验 通过 PCR 和 
RACE 成 功 得 到 棉铃 虫 lac2 基因 的 全 序列 , 得 到 全 
长 cDNA 序列 。 该 基因 与 已 报道 的 其 他 昆虫 lac2 基 
氨基 酸 序列 具有 高 度 的 一 致 性 。Blastx 分 析 发 现 
所 获得 基因 的 氨基 酸 序 列 与 家 看 lac2 基因 的 氨基 
酸 序列 一 致 性 达到 95% , 证 明 所 得 的 基因 为 棉铃 虫 
的 lac2 基因 。 通 过 构建 氨基 酸 序列 进化 树 可 以 明 
显 看 出 , HE LAC 氨 基 酸 序列 与 和 烟草 天 蛾 的 
LAC2 氨基 酸 序 列 同 源 性 很 高 ， 亲 源 关 系 较 近 , 与 
RRi Drosophila melanogaster 和 办 比 亚 按 蚊 等 昆 
虫 的 同 源 性 较 低 ， 杀 源 关 系 较 远 (图 2) 。 扫 基 酸 序 
列 结构 特征 分 析 显 示 , 棉铃 下 lac2 编码 的 重 日 具有 
漆 酶 典型 特征 Cu-oxidase 结构 域 , 一 般 情 况 下 ， 
PRERA 4 个 铜 离 子 , 分 别 属于 3 类 (其 中 I 型 
1 个, II 型 1 个 , 29247), ， 铜 离子 是 漆 酶 催化 反 
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图 5 Lac? 在 棉铃 虫 成 虫 不 同 组 织 的 相对 表达 量 
Fig. 5 The relative expression level of lac2 in different 


tissues of Helicoverpa armigera adults 
C; 表皮 Cuticle; F; 脂肪 体 Fat body; O: HH Ovary; 
M: 肌肉 Muscle; A; 触角 Antenna. 
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图 7 旷 皮 激素 处 理 对 棉铃 虫 5 龄 幼虫 lac2 的 
转录 水 平 的 影响 
Fig. 7 Effect of 20-hydroxyecdysone on the transcript level 


of lac2 in the 5th instar larvae of Helicoverpa armigera 


应 的 活性 中 心 , 在 催化 氧化 过 程 中 起 着 重要 作用 
( Claus et al., 2002) 。 而 本 实验 在 棉铃 虫 中 得 到 的 
lac2 基因 仅 含 有 3 个 铜 离 子 结合 位 点 , 可 能 与 棉铃 
虫 的 个 体 特 异性 有 关 , 这 是 否 会 影响 其 氧化 功能 ， 
目前 尚 无 研究 报道 。 

以 前 的 学 者 曾 对 昆虫 中 lac2 基因 的 一 些 基 本 
特性 和 分 子 功 能 进行 了 一 些 研究 , 在 家 看 体内 ， 
lac2 主要 在 幼虫 生长 发 育 的 后 期 表达 , EXPRESS 
降低 (Yatsu and Asano, 2009) 。 烟 草 天 蛾 中 lac2 E 
要 在 表皮 中 表达 , 可 能 是 由 于 其 在 表皮 硬化 过 程 中 
酚 类 物质 的 氧化 及 和 蛋白 交 联 中 起 着 重要 作用 
( Kramer et al., 2001) Niu 等 (2008 ) 通 过 RNAi 技 
NFHS RA Monochamus alternatus lac2 基因 ， 
HREM EA ^E BIER E f JR A BE IE 75$ RA, 
进一步 证 实 了 LAC2 参与 表皮 黑 化 、 便 化 过 程 。 本 
实验 中 qRCR 结果 显示 该 基因 在 棉铃 虫 生长 发 育 的 
各 个 阶段 均 有 表达 , 且 在 每 龄 赔 皮 期 高 丰 度 表达 ; 
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Fig. 8 Effect of USP dsRNA interference on the transcript level 


of usp in the 5th instar larvae of Helicoverpa armigera 
柱 上 三 星 号 和 双星 号 分 别 表 示 处 理 和 对 照 间 经 上 测验 在 0.001 和 
0.01 差 异 极其 显著 ; 下 图 同 。The tri- and double asterisks above bars 
indicate extremely significance between the treatment and the CK 
determined by the Student’ s t-test, respectively. The same for the 


following figures. 
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沉默 usp 基因 后 注射 赔 皮 激素 对 栅 铃 虫 5 龄 幼虫 
lac2 的 相对 表达 量 的 影响 

Fig. 10 Effect of 20-hydroxyecdysone on the transcript level of 


图 10 


lac2 in the 5th instar larvae of Helicoverpa armigera 


after treatment with USP dsRNA 


JURE 2I i Be Bes BEA, 这 可 能 与 其 
黑 化 有 密切 关系 。 

除了 在 幼 忠 表皮 中 高 丰 度 表达 外 ,lac2 基因 在 
其 他 组 织 中 , 如 中 肠 、 马 氏 管 (Dittmer et al., 2004) 
MINEK ( Gorman et al., 2008) 中 也 有 表达 , 表明 lac2 
在 昆虫 中 还 有 其 他 额外 的 功能 。Wnu 等 (2013 ) 研究 
发 现 , 雌性 埃及 伊 蚁 Aedes albopictus 成 虫 体外 注射 
lac2 dsRNA 后 , 补充 营养 、 交 配 产 卵 均 能 正常 进 
ÍT, 但 卵 不 能 正常 黑 化 、 孵 化 , 这 可 能 是 由 于 lac2 
参与 卵巢 的 发 育 ; Elias-Neto 等 (2010 ) 通过 对 西方 
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图 9 注射 EcR dsRNA 后 不 同时 间 棉 伶 虫 5 HS 
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Fig. 9 Effect of EcR dsRNA interference on the transcript level 
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图 11 


Fig. 11 
lac2 in the Sth instar larvae of Helicoverpa armigera 


after treatment with EcR dsRNA 


蜜蜂 Apis mellifera 成 虫 注射 lac2 dsRNA, 发 现成 虫 
的 色素 沉着 和 骨骼 化 均 受 到 影响 。 这 与 我 们 的 研究 
结果 中 lac2 在 棉铃 虫 成 虫 卵 巢 和 触角 的 表达 量 较 
高 具有 一 致 性 , 但 是 关于 lac2 在 成 虫 中 的 作用 , 仍 
然 有 答 进 一 步 深 入 人 研究 。 

在 昆虫 中 , MERARI EERE 
育 和 变态 的 两 种 重要 的 昆虫 激素 , 协调 控制 昆虫 的 
生长 发 育 。 目 前 的 研究 认为 , MRAR, RIAR 
和 神经 内 分 泌 因 子 在 鳞 这 目 幼 虫 酚 氧化 酶 的 合成 控 
制 以 及 表皮 的 黑 化 方面 起 着 重要 的 作用 ( Hiruma et 
al., 1985; Grossniklaus-Buergin et al., 1989) 。 近 年 
来 , 已 有 证 据 表明 , 昆虫 赔 皮 激 素 能 与 体 壁 上 皮 细 
胞 核 受 体 结合 ,从 而 诱导 表皮 和 蛋白 的 合成 (Cade et 
al., 1997) 。 已 有 研究 证 实 旷 皮 激素 通过 核 受 体 
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EcR ( ecdysone receptor) 和 异 源 二 聚 体 配 体 USP 
(ultraspiracle isoform ) 在 细胞 核 内 形成 转录 复合 体 ， 
调控 激素 接受 子 3 (HR3), E75, E93, Broad 
Complex( BR-C) ，bFTZ-F1 和 E74 等 转录 因子 的 表 
达 , 通过 这 些 转录 因子 进一步 调控 下 游 效 应 基因 如 
和 蛋 日 酶 的 表达 (Riddiford et al., 1999) 。 在 黑 腹 果 蝇 
中 , 旷 皮 激素 受 体 是 由 ecr 和 usp 两 个 基因 编码 的 
核 受 体 蛋 白 共 同 组 成 的 异 源 二 聚 体 , 其 中 EcR 可 以 
HR HMAK, USP 则 直接 与 EcR 结合 
( Yao et al., 1992, 1993) 。 阻 断 晓 皮 激素 与 其 受 体 
的 结合 则 会 显著 抑制 下 游 转录 因子 的 表达 
( Riddiford et al., 2001, 2003 ) 。 在 棉铃 虫 表皮 细胞 
系 中 通过 RNAi 沉默 ecr 和 usp, 也 会 导致 赔 皮 激素 
言 号 途径 中 的 转录 因子 基因 表达 受阻 ( 赵 小 几 ， 
2010) 。 本 实验 中 发 育 表 达 模 式 发 现 lac2 基因 均 在 
d BC BH eS EE, 这 促使 我 们 推测 晓 皮 激素 可 能 
参与 对 lac2 基因 的 表达 调控 。 进 一 步 的 激素 处 理 
证 实 , Mi BEC lac2 的 表达 , 而 保 幼 激素 类 似 
物 则 显著 抑制 lac2 的 表达 , 这 与 西方 塞 蜂 lac2 基因 
表达 调控 的 研究 一 致 。Elias-Neto 等 (2010 ) £ Siti 
皮 激 素 达 到 一 定 阔 值 时 , 诱导 西方 蜜蜂 lac2 高 度 表 
Ws. 2g T 3t—2b WEB] 6 EAR AXT lac2 基因 的 调控 
作用 , 本 实验 采用 RNAi d7R JJ T DL ZUG x 
| EcR 和 USP, R EIRA S6 IT DE4H lac2 
基因 的 表达 量 和 对 照 组 相 比 明显 降低 , 相差 300 fir 
左右 , 这 也 充分 证 明了 旷 皮 激素 通过 其 受 体 对 棉铃 
c lac2 表达 的 进行 调控 。 这 也 与 所 观察 到 的 昆虫 
WEIT o FEE FE i AR H y EE F 
E, 新 形成 的 表皮 通常 是 柔软 的 , 颜色 较 浅 , 这 有 
利于 虫 体 的 生长 , 但 忠 体 也 极 容易 因 失 去 水 分 , Ë 
受 病 原 物 侵 玲 而 受到 伤害 , 其 至 死亡 , 所 以 柔软 的 
表皮 须 在 较 短 时 间 内 迅速 黑 化 和 硬化 ,以 便 保护 忠 
体 。 因 而 , lac2 基因 在 这 个 时 期 必须 高 丰 度 表达 ， 
以 满足 昆虫 体 壁 黑 化 的 需要 。 本 人 研究 虽然 分 析 了 棉 
$218. lac2 基因 的 一 些 基 本 特性 , 但 其 具体 的 生理 功 
能 及 调控 机 制 仍然 需要 进一步 更 深入 的 研究 。 
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